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ACTIVATED MONOCYTES INVOLVED IN ALLOGRAFT 
  REJECTION OF  RATS  : SPONTANEOUS PLAQUE-
FORMING CELL AS A NEW MONOCYTE EFFECTOR
   Michio Ishibashi, Abdelhakim Moutabarrik, 
Hiroshi Kameoka, Yukito Kokado, Shirou Takahara, 
  Hongsi Jiang, Yuji Takano and Takao Sonoda 
 From the Department of Urology, Osaka University Medical School
   Spontaneous plaque-forming cell, SPFC, is a new hemolytic effector of monocytes, which is 
generated 6 to 7 days after antigen unstimulation or stimulation in man. SPFC is also detected 
in rats. A significant concomitant response of the SPFC, in number of SPFC at the peak response 
around the rejection day, and histoincompatibility of allogeneic combinations in skin or heart 
allograft transplantation of rats was found. Peak number of SPFC (23,850 + 1,343/106) on day 6 
in H-1 incompatible combination (ACI-Lewis) was higher than that (11,606+4,235/106) on day 10 in 
H-1 compatible combination (F344-Lewis) (p<0.05, Student'st-test). The day of peak SPFC response 
in each experimental group was also concordant with the day of rejection. The OX42 monoclonal 
antibody against CR3 of leukocyte-adhesion molecules inhibited hemolysis of the SPFC. Since the 
erythrocyte is a ligand of CR3, it is likely that hemolysis of SPFC is mediated by the CR3 adhesion 
molecules. In conclusion, SPFC may be an immunologic indicator of allograft rejection in rats.
(Acta Urol. Jpn. 37: 1135-1140, 1991)



























の 強 さ を反 映 す るマ ク ロフ ァー ジ ・単 球 系 エ フ ェ ク タ
ー の 活性 化 をassayす る方 法 が存 在 しな い こ と,第
二 に,標 的 とな る細 胞 の認 識 機構 が不 明 で あ る こ と,
で あ ろ う.
マ クロ フ ァー ジ ・単 球 自身 に よる エ フ ェ ク ター機 構
と して,antibody-dependentcell-mediatedcytoto-
xicity(ADCC)のK細胞 エ フ ェ クタ ー.食 食 が あ る
が,こ れ らの エ フ ェ クタ ーが 移 植 免 疫反 応 との か か わ
りに お いてT細 胞 に よる調 節 を うけ て い る のか 十 分 な
解 析 は され て い な い.
わ れ わ れ は,T細 胞 の調 節 を うけ赤 血 球 を 非 特 異
的 に溶 血 す る単 球 活性 化 エ フ ェ クタ ー.spontaneous
plaque-formingcellSPFCをヒ ト4・7-10)および ラ.y
トに 見 い だ した.こ のSPFCが 拒 絶 反 応 と一 致 した
動 きを示 す のか,組 織 適合 抗 原 の違 い に よる 同種 移 植
免 疫 反店 の強 さを反 映す る のか,そ して,SPFCに
よ る細 胞 障害 を 起 こす 標 的 細 胞 認識 の レセ プ タ ーは な
に かに つ いて 検討 を行 った.ラwト 同種 移 植 モデ ル に
よ り,SPFC単 球 エ フ ェ ク ター の産 生 が 組 織 適合 抗原
の差 に よ る同種 移 植 免 疫 反応 の強 さを 反 映 した こ と,
標 的細 胞 の障 害 にか か わ るSPFCの レセ プタ ーが 接
着 分 子 のCR3(complementreceptor3)であ る こ
とが,あ き らか とな った こ とを 報 告 す る.
対 象 と 方 法
ラ ッ トと同 種移 植 モ デ ル
近 交 系 ラ ッ トで レ シ ピエ ン トと して雄Lewis(RT
P),ドナ ー と してACI(RTIa),F344(RT11)で
8か ら9週 齢 の ものを 用 い た.組 織 適 合 性 の差 異 に よ
りgrouplはACI→Lewisの 強 い 組 織不 適 合 間 の
組 合 せ,Group2はF344→Lewisの弱 い組 合 せ に お
い て,そ れ ぞれ 皮 虜移 植 と異 所 性 心移 植 を行 った,皮
膚 移 植 で の 平 均 生 着 日数 は,group1:7.67±0.82日,
group2:10.50±3.27日で あ る.SPFC産 生 の モ ニ
タ リン グ として,経 時 的 なSPFC産 生 を み るた め に
それ ぞれ 各 移 植 後 の 日数 に 対 す る実 験 群 の ラ ッ ト数 を
N=3～4と した.
移 植 片 浸 潤単 核 球 細 胞 の 分離
移 植皮 膚 また は 移 植 心 を細 切 した の ち,デ オ キ シ リ
ボ ヌ ク レア ー ゼ,ビ アル ロニ ダ ー ゼ,コ ラゲ ナ ーゼ を
ふ くむRPMI-1640にて37℃,30分 処 理 し溶 解 後 ,
細 胞 を洗 浄遠 心 し,Ficoll-Conray(d:1.09)にて 比
璽 遠 心 法 に よ って単 核 球 を 得 た.
末 梢 血 単 核 球,末 梢 血 単 球,脾 細 胞 の分 離
エ ーテ ル 麻 酔下 に て 心 穿 刺 しヘ パ リソ加 末 梢血 を得
た の ち ・Ficoll・Conray(d=1・09)による比 重 遠 心 法
に て単 核球 を え る.単 球 の分 離 は,Nielsonら の方
法11》に よ り行 った.す な わ ち,4×107の末 梢 血 単 核 球
球 をM199・Hanks溶液(10%fetalcalfserumを
含む)に 浮 遊 させFCSに て あ らか じめ処 理 した プ ラ
ス テ ィッ クデ ィッ シ ュに37℃,3時 間静 置 させ た の
ち非 付 着 細 胞 を ピペ ッ テイ ン グに て 除 去 し,単 球 と し
て 付 着 細 胞 を 得 る.脾 細 胞 の 分 離 は 組 織 を 細 切 し
Ficoll-Conray(d=1.09)Yこよ り比 重 遠 心 法 に て 単 核
球 を得 る.
SPFCassay
す で に 報 告 し て い る が7,9),ラッ トの場 合 も ヒFと
同 じ方 法 で 行 った.Fig.1に 示 す が,標 的 と な る赤
血 球 をpoly-L-1ysineにて マ イ ク ロプ レー トを処 理 し
マ イ ク ロブv一 トウ ォ ッシ ャ ー(Tite-TekLab.)を
用 い て 赤 血 球 を 単 層 化 す る.エ フ ェ クタ ー細 胞 を 各
we11に約5,000個125u1入れ,37℃,3時 間 反 応 し,
溶 血斑 を 位 相 差顕 微 鏡40倍 下 で 数 え る(F玉g・2)-
SPFC数 は エ フ ェ クタ ー106個あ た りに て あ らわす .
SPFCassayにお いて は 血 清 を 含 まな いHanks溶
液 にて 行 う.
接 着 分 子 に対 す る モ ノ クR一 ナ ル抗 体 に よるSPFC
inhibitionassay
ラ ッ ト接 着 分 子 に た いす る モ ノ ク ロー ナ ル抗 体 と し
て,WT-1(mouseanti-ratLFA-1,IgG2a),OX
42(mouseanti-ratCR3,iC36,IgG2a),ラッ ト接
着 因子ICAM-iに 対 してIA-29(mouseanti-rat
ICAM-1,IgGl)を使 用 した.WT-11z)とIA-29艮2》
は 宮 坂 昌 之 博 士 か ら の供 与 を 受 け た.ox42はSe-
rotic社か ら得 た .

























































sayに25ｵ1の エ フ ェ クタ ー と25ulの モ ノ ク ロー
ナ ル抗体 を 加z.SPFC数 を算 定 し,モ ノ クAナ ル



















球 と して もTable1に 示 す よ うに 同種 抗原 特 異 性 は
存 在 しな い.す な わ ち,SPFCは,ヒ トの場 合 同様,
非 特 異 的 溶 血 活 性 を もった エ フ ェ ク ター で あ る.
2.同 種 皮 膚 お よび心 移 植 拒 絶 反 応 とSPFC産 生
移 植後,3日 目か ら13日目まで の 間 に移 植 片 を 摘 除
し移 植 片 へ の 浸 潤細 胞 を得,標 的 赤血 球 と して ドナ ー
赤 血 球 に 対 す るSPFC数 を 求 め た.組 織 適 合 性 の違
い に よ り3つ の 実 験 グル ー プ,強 い組 織 不 適 合 間 の組
合 せ と してACI→Lewis(groupl),弱い 組 織不 適
合 間 の組 合 せ と し てF344→Lewis(groupII)そし
て 同系 間 移 植 と してLewis→Lewis(groupIII)で
の皮 膚 移 植 を 行 い経 時 的 にSPFC産 生 を 検討 した 結
果 をFig・3に 示 す.
GroupIで は,拒 絶 日に一 致 して移 植 後6日 目を
頂 点 に して 高 いSPFC値,23,850+1,343/106cells,
が み とめ られ た.以 後,SPFC値 は減 少 した.一 方,
groupIIでは,二 峰 性 を 示 し移 植後6,7日 目 と10
日 目に ピ ー クが見 られ た.grQupIIの実 験 に お いて,
移 植 後6日 目に検 討 した3匹 の レ シ ピエ ン トの うち2
匹 に お い て移 植片 は拒 絶 され て お り,移 植 後10日目で
は す べ て の レシ ピエ ソ トに 拒絶 が観 察 され た た め に,





















































日 目のSPFC値 は,Il,606+4,235/106cellsであ り,
groupIの6日 目 と 比 較 し 明 か な 差 が 認 め ら れ た
(P〈0.05,studentt-test)。同系 間 移 植 のgroupIII
で は,移 植 後6日 目に3,190+4,294/106cellsとわず
か な上 昇が 見 られ る のみ で あ る.
心 移 植 後 のSPFC産 生 に つ い て はgroupIに つ い
て の みを 検 討 した が,皮 膚 移 植 と同 じSPFCの 産 生
が観 察 され 移 植 心 の拒 絶 と一 致 した移 植 後6日 目に ピ
ー クを認 め られ た 、
3。SPFCに よ る溶 血 と接 着 分 子
接 着 分 子 に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 をSPFG
assayを同 時 に添 加 し,SPFCに よる溶 血 を 阻 害す る
か を検 討 した.Fig.IVに 示 す よ うに,接 着分 子 の
う ちCR3に 対 す る モ ノ ク ロー ナ ル抗 体OX42が
50%以上 の抑 制 を示 した.し か し,接 着 分 子 の うち,
LFA-1に 対 す る抗 体 に 抑 制 効果 は 見 られ な か った.
対 照 と してOX42モ ノ クロ ー ナ ル 抗 体 と 同 じiso-
typeであ るIgG2aそ して,接 着 因 子ICAM・1は と





































による拒絶反応の強弱を その まま反映 しているもの
と理解 され る.H1抗 原不適合の強い組織不適合の
ACI-Lewis間では移植拒絶片への浸潤細胞中に量的




においては,SPFC産 生がT細 胞の調節を うけてい
ることがまだ検討 されていないが,ヒ トの場合,T細
胞の うち 自己赤血球とのロゼ ット形成T細 胞(auto-
rosette-formingTcell)ARF-Tがヘルパー細胞と









































レセプターに多様性を認 めるな ら,ラ ットの場合も
SPFC膜上のCR3を 介し標的の赤血症を直接に認
識 し接着し,溶血を完了させて いる もの と推測され


























ラ ッ ト同種 皮 膚 お よび心 移 植 に お いて,非 特 異 的 溶
血 活 性 を示 す(spontaneousplaque-formingceils)
SPFC単球 エ フ ェ クタ ー の産 生 応 答 は,拒 絶 反 応 に 一
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